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L'invention a pourobjet un polypeptide isolS, de la famille des protSines fixant le 
calcium, un melange de polypeptides issus de la prot^oiyse du polypeptide 
isoie, des compositions les contenant, les utilisations dudit polypeptide et un 
precede de traitement cosm^tique destine a traiter les peaux sSches, 
5 rhyperk6ratose, ia parakeratose, le psoriaslst I'lchtyose? les n6oplasies; 

L'invention a egalement pour objet une sequence d'acide d^soxyribonuci^ique 
codant pour ledit polypeptide et les utilisations de ladite sequence d'acide 
desoxyribonucleique 

10 Le role clef des flux de calcium dans les fonctions cellulaires a ete largement 
decrit depuis plus de 20 ans. Ainsi le calcium est un messager intracellulaire de 
premiere importance. De nombreuses hormones et messagers extracellulaires 
exercent leur effet par une augmentation du taux intracellulaire de calcium, li a 
ete rapidement montr6 que la plupart des effets du calcium etaient detemiines 

15 par une large famille relativement homogene de proteines liant le calcium. 
Pai-mi cette famille les Galmodulines; sont lessplusrubiquitaires:. 
Le jole ^ide ' la Cialmoduline *est'*'de >reconnattri8 jes:, changements dans la 
concentrat|onien6ionsiealGtqtt,esiC5(Jp 
proteines intraceilulaires?^ 

20 La transmissteBi^dU; sigtaiiest«efferctu6eilorsqueila'iC§lmodulihe lie le calcium 
lors d'une augmentation du taux cellulaire de^ celuirci. Cela entrame des 
changemei!iter>^de: Gonfdmatiomifde la -prpt^irae ce <;qui, augmente de manidre 
considerable son affinity pour la protSine clble. 

25 En terme de configuration, ia Calmodullne libre de calcium contient deux 
domaines globulaires connect^s par un bras flexible. Cheque domaine contient 
deux motife « H^lice-Boucle-Hdlice » bien d^finis connus sous le nom de « EF- 
Hands » et qui sont responsables de la liaison avec le calcium. La liaison avec 
le calcium induit un changement confomiatlonnei tres important Ce 

30 changement conformationnel- se traduit pair . un^: exposition d^^^ la partie 
hydrophobe glohulaire-de la . prot6ine -quL permetsf^ d : la CilmodClllne de 
reconnaTtre et de se lier_^ certalnes prot^iries^ravecsune heute affii^fte. La lldison 
de la Calimdciline^*aYec^r?sa^!:pi®t$lne*?clblei^c^ la!*er§ati@n d'un 

complexe actlf. 



35 
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La Calmoduline est connue pour interagir avec de nombreuses proteines ou 
enzymes ainsi qu'avec de nombreuses drogues hydrophobes ou encore avec 
des peptides d'origine naturelle ou synthetique. 

5 A cet ^gard on peut citer 

- certaines protein-kinases impliqu6es dans rhom^ostasie cellulaire et dans 
certaines fonctions ceilulaires critiques teiles que le m^tabolisme, la motiiite. ia 
transcription des gdnes et la division cellulaire, la proliferation ; 

- la calcineurin qui est une phosphatase ayant un r6le dans la regulation des 
10 enzymes et proteines impliquees dans la transduction du signal calcique ; 

- la phosphodiesterase d nucleotides cycliques. la guanydylcyclase et 
radenylylcyclase regulant ainsi de maniere positive et/ou negative les taux des 
seconds messagers AMPcyciique et QMPcycllque dans le mecanisme d'action 
de certaines hormones ; 

15 - les trois Isoformes de la NO-synthase intervenant dans la production de NO et 
ainsi dans la relaxation vasculaire, Taction cytotoxique des macrophages, le 
relargage de neurotransmetteurs, de neuropeptides et/ou d'hormones ; 

- certaines proteines du cytosquelette vitales dans le contrdle de la forme des 
cellules, de leur rigidite et de leur adhesion comme par exemple la myosine ; 

20 - la caldesmon, les spectrines, I'adducine, proteines liant I'actine ; 

- la desmocalmine, une proteine du desmosome qui interagit avec les 
keratines ; 

- les plasma-membrane Ca^*-ATPases intervenant dans la maintenance de la 
concentration intracellulaire en ion ; 

25 - I'omithine decarboxylase, certaines phospholipases A2 et certaines 
transglutaminases ont ete citees comme etant calmodulin-dependantes. 
D'autre part, certaines etudes suggerent que la Calmoduline a un r6\e dans les 
phenomenes de reparation de i'acide desoxyribonucieique et qu'elle serait 
potentiellement impliquee dans le vieiilissement cutane. 

30 

On salt enfin que si la Calmoduline est une proteine bien decrite. elle est en felt 
le prototype d'une large famille de proteines dont tous les indivldus n'ont pas 
encore ete decrits. 

35 Ainsi, apres de longs et laborieux travaux la demanderesse a mis en evidence, 
parmi les prot'ines de repiderme, isoie et purifi' par des techniques 
biochimiques. un polypeptide exprime dans les epitheiia comities. Ce 
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polypeptide, autrement appelS par ailleurs dans le texte "CLSP" (pour proline 
de la peau simllaire de la Calmoduline : Calmodulin Like Skin Protein) est 
exprime dans r6pidemne. On sait que dans les Spith^lia cornifies la tr§s grande 
majorite des proteines exprimees est constituee par les k§ratines. Ainsi, ce 
5 n'est qu'en elaborant- une mSthode d'extraction particuliere ellminant les 
k6ratines, que la demanderesse a pu isoler puis purifier la CLSP. 

La demanderesse en a alors d^termin^ la sequence primaire en acides amines. 

10 L'invention a done pour objet un polypeptide isol6 et purifie. appartenant d la 
famine des prot6ines fixant le calcium (CaBP : calcium binding protein), 
caract6rise par le fait qu'il r6pond d la sequence d'acides amines SEQ ID NO : 
1 suivante : 



Met 


Ala 


Gly 


Glu 


Leu 


Tlir 


Pro 


Glu 


Glu 


Glu 


10 


Ala 


Gin 


Tyr 


Lys 


Lys 


Ala. 


Phe 


Ser. 


Ala 


Val 


20 


Asp 


TITrr 


Asp ~ 


Gly 


Asn 


Gly 


Thr 


lie 


Asn 


Ala 


30 


Gin 


Glu 


Le.tj;„ 


Gly 


Ala 


Ala 


Leu 


Lys 


Ala„ 


TRi-' 


40 


Gly 




Asn 


Leu.^ 


Ser 


Gru. 


Ala^i 


Gin r 


Leu*. 


Afg - 
GI5?» 


50 


Lys 


Leu 


ile« 


Sen. 


GIUm. 


Val; 


Asp^^' 


Sex. 


Asp^ 


60 


Asp 




Gtt:: 


Wem 


Sef! 


Phe« GIR * 


GIH 


Ph% 


Leu 


70 


THr 


Adm: 


Aia^ 


Arg'v 


Lys:: 


Ala'^: 


Afgj 


Ala 


Gl^ 


Leu 


80 


Glu 


Aspv 


Leu-,. 


Gin 


Vab 


Ala 


Pfte 


Arg 


Ala 


Phe 


90 


Asp 


Gin 


Asp > 


Gly 


Asp 


Gl^ 


His ^ 


lie 


Thr 


Val^ 


100 


Asp 


GItJ 


Leu 


Arg 


Arg 


Ala 


Met 


Ala 


G\f 


Leu 


110 


Gly 


Gin 


Pro 


Leu 


Pro 


Gin 


Glu 


Glu 


Leu 


Asp 


120 


Ala 


Met 


lie 


Arg 


Glu 


Ala 


Asp 


Val 


Asp 


Gin 


130 


Asp 


Gly 


Arg 


Val 


Asn 


Tyr 


Glu 


Glu 


Phe 


Ala 


140 


Arg 


Met 


Leu 


Ala 


Gin 


Glu 










146 
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Le polypeptide de l'invention peut §tre d'origine naturelle ou synth6tique. Par 
synth6tique on entend id tout polypeptide obtenu chimiquement ou par 
production dans un organisme aprds introduction dans cet organisme des 
elements n^cessaires'di cette production. 

20 

Le polypeptid^de l'invention^ petit §tr& issci .de toute^origi^ei^possibie a savoir 
soit animate, en particulier de mammif^i-es et encore plus particulidrement 
humaine, soit v6g6tale, soit de micro-organismes (virus, phages, bact^ries 
entre autres) ou encore de champignons, sans pr6Juger du fait qu'il soit present 
25 de mani^re naturelle ou non dans ledit organisme d'origine. 
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Pr^ferentiellement, le polypeptide de I'invention est d'origine naturelle, purifi6 a 
partir de tissus de mammiferes, particulierement a partir de peau de 
mammif^res. 

5 Pr6ferentlellement. le polypeptide de I'invention est purifi6 ^ partir de peau 
humaine et encore plus preferentiellement d partir d'6pidenme humaln. 

On sait que dans un polypeptide, un ou plusieurs rSsidus d'acide amin^ peuvent 
changer pour des r^sidus d'acide amin^ ayant un index hydropathique similaire 
10 sans pour autant changer les propri^t^s biologiques du polypeptide. 

L'index hydropathique est un index attribu6 aux acides amines en fonction de 
leur hydrophobicite et de leur charge (Kyte et al. (1982), J. Mol. Biol. , 157 : 
105). 

Ainsi {'invention a egalement pour objet un polypeptide tel que d6crit cl-dessus 
15 dans lequel un r6sidu d'acide amin6 au moins a ete change pour un rSsidu 
d'acide amine ayant un index hydropathique similaire. 

On sait qu'en g6n§ral les polypeptides matures que Ton trouve dans les cellules 
proviennent de la maturation de precurseurs qui contiennent dans leur 
20 sequence la s^uence du polypeptide mature. 

Ainsi, I'invention concerne egalement tout polypeptide, naturel ou synthetique, 
dont la sequence est en partie constituee par la sequence du polypeptide de 
I'invention. 

25 

II est connu que les polypeptides peuvent subir des modifications 
post-traductionnelles comme la formation de liaisons disuifures. les clivages 
prot^lytiques sp^cifiques, I'addition de glucides (glycosylation). la 
phosphorylation en particulier au niveau des serines et/ou des threonines et/ou 
30 des tyrosines, et/ou {'association S des lipides. 

Le po(ypeptide de {'invention peut avoir subi une ou plusieurs modifications 
post-traductionnelles. 

Ainsi I'invention concerne aussi le polypeptide de I'invention ayant subi ou non 
35 des modifications post-traductionnelles. 

On sait classer {es po{ypeptides en fonction de leur point isoelectrique. 
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Le point iso§lectrique th§orique du polypeptide de I'inventlon peut etre d6duit de 
son enchaTnement en acides amines. Le polypeptide de I'inventlon est un 
polypeptide th^oriquement aclde. 

AInsi, I'inventlon a pour objet un polypeptide dont le point Iso^lectrique 
5 theorique estcompris entre 1 et 6, particbilldrememt entre 3 et 5. Le polypeptide 
de I'inventlon a un point isoelectrique th6oFique«de^4,075. 

On sait que la sequence primaire en acides amines ainsi que les diverses 
modifications post-traductionnelles subies par un polypeptide font que ledit 
10 polypeptide peut Stre caract§rise par son poids moleculaire apparent exprime 
en kilodaltons. 

On entend par polds moleculaire apparent, le poids moleculaire obtenu pour le 
polypeptide par comparaison de la mobilite eiectroplioretlque de celui-cl avec 
celles de proteines standards de polds moieculalres connus sur gel de 
IS polyacrylamide/sodlum dodecylsulfate, ou encore par comparaison du volume 
d'eiutlon du polypeptlde'eveGKCetui-dewpjioteiiiessstandand de^oidskmoieculaires 
connus en chromatographle ^d'exeiusioiii' (selon ies techniquesj^decrites dans 
Trotein.Puratc5|tidi5i5i t|-S.,Ja,iDSQ!? ettt. J^^eu5,,A^©ijl RtibJlstiiBrjIne^N.Y.. 1989). 

20 La connajssanceJdeiiilferichaTnememt-aeni^acidescarnines'wdiiiicpolypeptide de 
I'inventlon permet d'en determiner le- poids moleculaire theorique... 
L'inventlon.concerme-don©t<un«polypepti.dejiayaii}t''un^po.ids*mol6eulaiFe theorique 
compris entre 13 et 17 kilodaltons (kD), partlculidrement entre 14 et 16 
kilodaltons (kD). 

25 

Tr^s particulierement le polypeptide de I'inventlon a un poids moleculaire 
theorique de 15,9 kilodaltons (kD). 

II est par ailieurs connu que la sequence primaire en acides amines d'un 
30 polypeptidedeteimine^desrsitest^^specifiquennemt^FeeemnuS' parncies«proteases qui 
une fois«ila reconnaissanee deuces sitesvieffeetive vontv avee<>^oi!iiiisans fixation 
audit polypeptide, induiire^^sion'ClivageppafiHproteolysen^ 

Ainsi, I'invention conceme egalement au moins un melange de polypeptides 
35 issus de la proteolyse du polypeptide de I'invention. 

On comprend done que dans le texte et sans indication contraire, par 
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polypeptide il faut entendre le polypeptide nature! ou synth6tique de {'invention 
tel que decrit ci-dessus ou au moins I'un de ses fragments, qu'il soit obtenu par 
protSolyse ou de maniere synttietique ou encore tout polypeptide natural ou 
synth6tique dont la sequence est totalement ou partiellement constitute par la 
S sequence du polypeptide prdctdemment dScrit. 

L'analyse de la sequence primaire ne acides amines du polypeptide de 
{'invention montre que cel{e-ci contient des sites particulier reconnus comme 
participant, dans les polypeptides fixant le calcium, d {'elaboration du ou des 
10 sites de fixation du calcium. La fixation du calcium par le polypeptide de 
{'invention est d'ailleurs confirmee par les resultats des essais pr§sent§s par 
ailleurs dans les exemples. 

Le polypeptide de {'invention est un polypeptide qui fixe le calcium. 

15 

On a vu par ailleurs dans le texte {'importance de la presence dans I'organisme 
des proteines de la famille de la Calmoduline. On comprend alors I'importance 
de pouvoir foumir ^ I'organisme une proteine de la famille de la Calmoduline 
afin de modifier les efFets de celle-ci. Les applications potentielles couvrent 
20 done toutes les voles de transduction du signal calc{o-dependante. 

Par example en cosmetique la protSine de {'invention peut etre utilisee afin de 
rtguier ies dysfonctionnements de {a pro(if6ration ou de la differenciation 
tpidermique, normales ou pathologiques (peaux s^hes, hyperl^tratose. 
25 para{c6ratose. psoriasis, ichtyose. n6oplasle...), dans le traitement du 
viei{{{ssement, particulitrement du viei{{issement cutanS. dans ie traitement des 
dommages cutants lids d ('exposition aux rayonnements u(tra-vio{et. 

Ainsi, un autre objet de I'Inventlon est done de foumir des compositions 
30 comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide tel que decrit prSctdemment. 

Un milieu physiologiquement acceptable est selon I'invention un milieu 
cosmetiquement et/ou pharmaceutiquement acceptable, compatible avec la 
peau. les muqueuses, les ongles. ies cheveux. 
35 Les compositions de i'invention peuvent §tre des compositions cosmetiques ou 
pharmaceutiques. 
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De preference, les compositions de Tinvention sent appliquees sur la peau ou 
les muqueuses. 

Le polypeptide de Tinvention peut §tre utilise comme agent regulant les 
5 dysfonctioinnements^dei.i^la preiiferatiern^ ou' de ^la ^diff^Tenciatiorar^epidennique, 
normales^^ou pathologjques paFticulierennent dans levtraitement des peaux 
sdches, de rhyperkeratose, de-la parakeratose, du psoriasis, des'ichtyoses, des 
neoplasias. Le polypeptide de Tinvention peut ainsi etre Introduit dans une 
composition destinee au soin et/ou au maquillage de la peau, des muqueuses 
10 et/ou des fibres k^ratiniques. 

La composition de Tinvention est aussi destinee a lutter contra les signes du 
vieillissement cutane et/ou a lutter centre les effets du rayonnement ultra-violet, 
particulierement de type A ou B. 

15 Un autre objet de I'invention est done une composition destinee a traiter les 
dysfonctionnementsnde^la prolifiBration ou de lavdiff§Feneiati©f!i.§pidermique, les 
peaux sechesi I'h^perkSratGrse, la^paFakeFato^er le psoriasisples^ichtyoses et/bu 
les neoplasies?" 

Elle concerne aussitune**compositi0n5cof3opF.ern9int»au8»^m0im^^^^ de 
20 invention pour?^lutter contre^^lesi^sigr^es^duwieilliS^^ et/ou lutter 

centre les effets:du rayonnement ultra-violet, particulierement de type A ou B. 

Un autre objet de invention concerne Tutilisation d'au moins un polypeptide de 
I'invention comme agent traitant les dysfonctionnements de la proliferation ou 
25 de la differenciation epidermique, les peaux seches, Thyperk^ratose, la 
parakeratose. le psoriasis, les ichtyoses et/ou les neoplasias. 
Elle concerne aussi Tutilisation d'au moins un polypeptide de invention comme 
agent pour traiter les signes du vieillissement cutane et/ou lutter contre les 
effets du rayonnement ultra-violet, particulierement de type A ou B. 

30 

Un autre objet de IMnvention est encore *un precede de^traitement cosm6tique 
destine a lutter contre les dysfenetionnemernts rdeMa^prolif^fatidn o de la 
differenciation^^eplderrniqiae^^^les^peauxse 

le psoriasis, les ichtyoses et/ou les neoplasias, les signes du vieillissement 
35 cutane et/ou les effets du rayonnement ultra-violet, particulierement de type A 
ou B, caracterise par le fait que Ton applique sur la peau, les muqueuses et/ou 
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les fibres keratiniques une composition cosm§tique comprenant au moins un 
polypeptide de invention. 

La quantite de polypeptide contenue dans la composition de {'invention est, bien 
5 entendu, fonction de I'effet reclierch§ et peut done varier dans une large 
mesure. 

Pour donner un ordre de grandeur, la composition peut contenir le polypeptide 
de {'invention en une quantity repr6sentant de 0.00001% a 50% du poids total 
10 de {a composition et preferentiellement en une quantity repr6sentant de 0.001% 
a 10% du poids total de la composition et encore plus pr6f6rentiellement en une 
quantity repr6sentant de 0,1% ^ 1% du poids total de la composition. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation du polypeptide de {'invention ou 
15 de ses fragments de proteolyse et de tout peptide synthetique deduit de sa 
sequence, pour preparer ou purifier, ^ventuellement ^ partir d'Spiderme, toute 
molecule, structurale ou fonctionneile, susceptible de se lier sp§ciflquement 
audit polypeptide isole ou auxdits fragments de proteolyse isoles ou audit 
peptide synthetique. 

20 

Dans la mesure ou le polypeptide de ('invention appartient a \a famille de 
Ca{modulines et que Ton salt que les polypeptides de cette famille sont en 
general des second-messagers r6pondant a un stimulus (le taux de calcium 
intracellulaire) via une fixation d leur prot6ine cible. il est possible d'utlllser le 
25 polypeptide de l'invention pour preparer ou purifier, dventuellement d partir 
d'epiderme, toute molecule, structurale ou fonctionneile, susceptible de moduier 
I'interaction entre le polypeptide de l'invention et ses Sventuels ligands. 

Ainsi, l'invention a pour objet I'utilisation du polypeptide de {'invention ou de ses 
30 firagments de proteolyse et de tout peptide synthetique deduit de sa sequence, 
pour preparer ou purifier, eventuellement S partir d'epiderme, toute molecule, 
structurale ou fonctionneHe, susceptibie de moduier {'interaction entre le 
polypeptide de {'invention et ses ^ventuels ligands. 

35 L'invention a Egalement pour objet I'utilisation du polypeptide de {'invention ou 
de ses fragments de proteolyse et de tout peptide synthetique deduit de sa 
sequence, pour preparer des antiserums et/ou des anticorps monoclonaux 



9 

• 



sp§cifiques, visant notamment d purifier cette proline et ses fragments. Par 
extension, I'invention a 6galement pour objet toute utiiisatton de ladite sequence 
pour produire des anticorps ou fragments d'anticorps recombinants, quel que 
soit le systeme biologlque utilise pour produire ces demiers. 

5 

L'invention a encore pour objet un anticorps^ poly- ou monoclonal caract§ris§ 
par le fait qu'il reconnatt specifiquement le polypeptide de I'invention. 
L'anticorps peut etre un anticorps pr^parS par Immunisation de toute esp^ce 
animale utilisable a cette fin, particuli^rement le iapin. L'anticorps peut §tre 
10 prepare par Immunisation S I'aide du polypeptide de I'invention que celul-cl soit 
d'origine naturelie ou synth^tlque, purifl^ ou non. 

On sait qu'une protdine est synthetis^e dans les cellules d partir d'une matrice 
d'acides desoxyribonucleiques codant pour ladite prot^ine. On salt ^galement 
IS que le code genettque est degenere. Ainsi, la sequence d'acides amines du 
polypeptide de I'invention peut etre issue dejdiff^rentes" sequences d'acides 
desoxyribonucl6iques', naturelles ou synthetiques. Par seqaencie d'acides 
desoxyribonucleiques'^' synthi^t|que::^;,onr^ert icL toute s^qgig^ce obtenue 
chimiquement ou parmanipulatiomgln^tique?^^ 

20 

Lesdites sequencesf d'acides desoxyribonucleiques peuvent' Stre issues de 
toutes origlnes possibles- d savoir soit+animatei -en partiGullerde mammiferes et 
encore plus particulierement humaine, soit v6g§tale, soit de micro-organismes 
(virus, phages, bacteries entre autres) ou encore de champignons, sans 
25 prejuger du fait qu'elles soient presentes de maniere naturelie ou non dans ledit 
organisme d'origine. 

La demanderesse a Isole, purifj6 et sequence par des techniques de biologie 
moleculaire, en particulier le criblage de banques d'expression d'acides 
30 desoxyribonucleiques compl§mentaires preparees-a partir d'^piderme humain, 
un fragment d'acides? desoxyribonucleiques- codant pour^.le „polypeptide de 
rinvention. 

L'invention a done egalement pour objet une composition cosmetlque ou 
35 pharmaceutique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, 
toutes sSquenc s d'acides desoxyribonucleiques, naturelles ou synthetiques, 
dont tout ou partie code pour la sequence primaire d'acides amines du 
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polypeptide de I'invention. 



Au cours de ces travaux. la demanderesse a pu isoler et purifier une sequence 
d'acides desoxyribonucleiques codant pour ia sequence primaire d'acides 
5 amines du polypeptide de I'invention ^ partir de peau liumaine. 



L'invention a pour objet un fragment d'acide d6soxyribonucl6ique isole et purifi6 
con-espondant a la sequence nucl§otidique codante SEQ ID NO : 2 suivante : 

AATTCCCGGA TCCCTGCGGC TGCCTGCACT CTGGACCACG 40 

AGCTCTGAGA GCAGCAGGTT GAGGGCCGGT GGGCAGCAGC 80 

TCGGAGGCTC CGCGAGGTGC AGGAGACGCA GGCATGGCCG 120 

GTGAGCTGAC TCCTGAGGAG GAGGCCCAGT ACAAAAAGGC 160 

TTTCTCCGCG GTTGACACGG ATGGAAACGG CACCATCAAT 200 

GCCCAGGAGC TGGGCGCGGC GCTGAAGGCC ACGGGCAAGA 240 

ACCTCTCGGA GGCCCAGCTA AGGAAACTCA TCTCCGAGGT 280 

TGACAGCGAC GGCGACGGCG AAATCAGCTT CCAGGAGTTC 320 

CTGACGGCGG CAAGGAAGGC CAGGGCCGGC CTGGAGGACC 360 

TGCAGGTCGC CTTCCGCGCC TTCGACCAGG ATGGCGACGG 400 

CCACATCACC GTGGACGAGC TCAGGCGGGC CATGGCGGGG 440 

CTGGGGCAGC CGCTGCCGCA GGAGGAGCTG GACGCCATGA 480 

TCCGCGAGGC CGACGTGGAC CAGGACGGGC GGGTGAACTA 520 

CGAGGAGTTC GCGAGGATGC TCGCCCAGGA GTGAGGCTCC .560 

CCGCCTGTGT CCCCCTGGCT GCGCTCTGAG CCTTCAGGGC 600 

CACCGCCCGC TGCTGCTTTT GTGCTGGGAC TCTCCGGGGA 640 

AACCTGGTCG GTGGATGGGA AACTGCCTCC CCCTGGGAGG 680 

AAGGCTTTGC GCTCCGGGGC CTGGATGCGG CGCCCTCGGG 720 

CCGCCTGCGA GCCCCTCTCT GCCTTCAGAC CTTGGGCAGA 760 

AGGAGGCCTC CTTGGGCCTG GTCCCCCTTT GCCCTGCAGT 800 

GGAATGAGGG CCCCTTAACC CCGCATTGAT CTAAATAAAG 840 
GACTGCCGAG TTGCAAAA 858 



L'invention a aussi objet tout fragment d'acide d6soxyribonucl6ique isote et 
purifi6 comprenant au moins ia sequence nucl6otidique codante SEQ ID NO : 2. 



L'invention a 6galement pour objet tout polynucl6otide, acide ribonucl§ique ou 
15 d6soxyribonucleique. sens ou antisens, con-espondants au moins a ia 
sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2. 



Le fragment d'ADN correspondant a ia sequence SEQ ID NO : 2 peut etre 
introduit dans un vecteur d'expression permettant ainsi la synthese d'une 
20 proteine dite recombinante correspondant a la CLSP. 

Par proteine recombinante on entend ici tout element peptidique correspondant 



a tout ou partie de la sequence peptidique de la CLSP, obtenu de maniere 
artificielle aprds introduction et expression de tout ou partie de I'ADN 
compl^mentaire de la CLSP dans un quelconque vecteur d'expresslon. quel 
que soit I'organisme qui pennet cette expression. 

5 

Particulidrement selon {'invention, la CLSP ou une partie de la CLSP, peut §tre 
produite apres introduction de tout ou partie de la sequence nuci^tidique 
codante SEQ ID NO : 2 dans un vecteur d'expressbn comme par exemple le 
vecteur pGex-2T (Amersham Pliarmacia Biotecli Inc.) et expression dans E. 
10 Coli. 

L'invention a done ^element pour objet un vecteur d'expresslon recombinant 
contenant tout ou partie de la sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2. 

IS L'invention a encore pour objet une protSine recombinante correspondent d tout 
ou partie de la sequence SEQ ID NO^': 1. particgli^rennent^celiei obtenue par 
expression d'un, vecteur d'expresslon pGgx-2T contenant tout Cu partie de la 
s6quence cpdarrtqtSijQ'^^^^^ 

20 L'invention a^egaleiment^pour/obj6t«~ une%c ou 
pharmaceutique comprenamti dans' Un milieu pliysiologiquemeht^acceptabie, au 
moins un fragment d'dcide'^d^soxyribonucleique isoi^ M purifl^- cornprenant au 
moins la s^uence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2 

25 L'invention a §galement pour objet une composition cosmStique ou 
phamnaceutique comprenant, dans un milieu piiysiologiquement acceptable, 
une sequence d'acides ribonucleiques sens ou antisens correspondents ^ ladite 
sequence SEQ ID NO : 2. 

30 Elle a egalement pour objet . rutllisation desdites sequfeqges d'acides 
desoxyribonucl6lques pour -la production^du polypeptide de ^l'invention ou d'un 
aclde riboriucleique -correspondant par^^toute *technique^connu6*3Comme par 
exemple la synthdse^ih vitfbT.a.partir. de^milieux-treeoristitu 
des organismes ou microorganismes. 

35 

Quelle que soit leur nature, les compositions de l'invention peuvent §tre 
inger^s, injectees ou appiiqu^es sur la peau (sur toute zon cutan^e du corps) 
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ou les muqueuses (buccale, jugale, gingivale, genitale, cx)njonctivale, ...)• 

Selon le mode d'ad ministration, les compositions salon Tinvention peuvent se 
presenter sous toutes les formes galeniques normalement utilisees. 

5 

Pour une application topique sur la peau, la composition peut avoir la forme 
notamment de solution aqueuse ou huileuse ou de dispersion du type lotion ou 
serum, d'Smulsions de consistence liquide ou semi-liquide du type lait, 
obtenues par dispersion d'une phase grasse dans une phase aqueuse (H/E) ou 

10 inversement (E/H), ou de suspensions ou emulsions de consistance molle du 
type creme ou gel aqueux ou anhydres, ou encore de microcapsules ou 
microparticules, ou de dispersions vesiculaires de type ionique et/ou non 
ionique ou de mousses ou encore sous forme de compositions pour aerosol 
comprenant egalement un agent propulseur sous pression. Ces compositions 

IS sont prSparees selon les methodes usuelles. 

Pour I'injection, la composition peut se presenter sous forme de lotion aqueuse, 
huileuse ou sous forme de serum. Pour les yeux, elle peut se presenter sous 
forme de gouttes et pour Tingestion, elle peut se presenter sous forme de 
20 capsules, de granules, de sirops ou de comprim6s. 

Les quantitSs des diffSrents constltuants des compositions selon invention sont 
celies classiquement utilisees dans les domaines consid§res. 

25 Ces compositions constituent notamment des cremes de nettoyage, de 
protection, de traitement ou de soin pour le visage, pour les mains, pour les 
pieds, pour les grands plis anatomiques ou pour le corps (par exemple crimes 
de jour, cremes de nuit, crimes demaquillantes, cremes de fond de taint, 
cremes anti-solaires), des fonds de teint fluides, des laits de d^maquillage, des 

30 laits corporals de protection ou de soin, des laits anti-solaires, des laits apres- 
soleil, des lotions, gels ou mousses pour le soin de la peau, comme des lotions 
de nettoyage, des lotions anti-solaires, des lotions apres-soleil, des lotions de 
bronzage artificiel, des compositions pour le bain, des compositions 
desodorisantes comprenant un agent bactericide, des gels ou lotions apres- 

35 rasage, des cremes epilatoires, des compositions centre les piqures d'insectes, 
des compositions anti-douleur, des compositions pour tralter certalnes maladies 
de la peau comme I'eczema, ia rosacee, le psoriasis, les lichens, les prurits 
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severes, I'lchthyose. 

Les compositions selon rinvention peuvent egalement conslster en des 
preparations solides constituent des savons ou des pains de nettoyage. 

5 

Les compositions peuvent aussi §tre conditidnnees sous forme< de^composition 
pour aerosol comprenant Egalement un agent propulseur sous presslon. 

La composition selon rinvention peut aussi §tre une composition pour les soins 
10 du cuir chevelu, et notamment un shampooing, une lotion de mise en plis, une 
lotion traitante, une creme ou un gel coiffant, une composition de teintures 
(notamment teintures d'oxydation) eventuellement sous forme de shampooings 
colorants, des lotions restructurantes pour les cheveux, une composition de 
permanente (notamment une composition pour le premier temps d'une 
15 permanente), une lotion ou un gel antichute, un shampooing antiparasitaire, les 
compositions' antipelliculalres. etc. 

La .composition::'peut;aussi etre^^^^ usag§#uccx)-dentairerpar^exemple une pate 
dentifrice. DSns<^GerGast^Ia^compositi6^^ additife 
20 usuels pour lesu composltionssa ^usage*^ agents 
tensioactifs, des agents epaississants. des agents humectants, des agents de 
polissage tels queila silicepdivers ingredients actifs comme lesrfluorures, en 
particulier le fluorure de sodium, et eventuellement des agents edulcorants 
comme le saccharinate de sodium. 

25 

Lorsque la composition est une emulsion, la proportion de la phase grasse peut 
alter de 5 % a 80 % en poids, et de preference de 5 % a 50 % en poids par 
rapport au poids total de la composition. Les huiies, les cires, les emulsionnants 
et les coemulsionnants utilises dans la composition sous forme d'emulsion sont 
30 choisis parmi ceux.- classiquement utilises dans le domain0> 

L'emulsionnant et ie coemulsionnant sont presents, dans la composition, en une 
proportion allant de 0,3^% a 30-^% en poids, et de preference de*i0,5 a 20 % en 
poids par rapport au poids total^de la^eoni outre, 
contenir des vesicules lipidiques. 

35 

Lorsque ia composition est une solution ou un gel huileux, la phase grasse peut 
repr^senter plus de 90 % du poids total de la composition. 
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De fagon connue, la composition cosmetique peut contenir egalement des 
adjuvants habituels dans le domaine cosmetique, tels que les g6lifiants 
hydrophiles ou lipophiles, les additifs liydrophiles ou lipophiles. les 

5 conservateurs, les antioxydants. les soivants, les parfums, les charges, les 
filtres, les absorbeurs d'odeur et les matldres colorantes. Les quantitSs de ces 
differents adjuvants sont celles classiquement utilis^es dans le domaine 
cosmetique, et par exemple de 0,01 % S 10 % du poids total de la composition. 
Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent §tre Introduits dans la phase grasse, 

10 dans la phase aqueuse et/ou dans les spherules lipidiques. 

Comme huiles ou cires utilisables dans I'invention, on peut citer les huiles 
minerales (hulle de vaseline), les huiles v§g§tales (fraction liquide du beun-e de 
karite, huile de toumesol), les huiles animales (perhydrosqualene), les huiles de 
synthese (huile de Purcellin), les huiles ou cires siliconees (cyclom§thicone) et 

15 les huiles fluorees (perfluoropolyethers), les cires d'abeille, de camauba ou 
parafflne. On peut ajouter d ces huiles des alcools gras et des acides gras 
(acide st^arique). 

Comme emulsionnants utilisables dans I'invention, on peut citer par exemple le 
stearate de glycerol, le polysorbate 60 et le melange de PEG-6/PEG-32/Glycol 
20 Stearate vendu sous la denomination de TefoseR 63 par la soci6te Gattefosse. 

Comme soivants utilisables dans I'invention, on peut citer les alcools inferieurs, 

notamment I'ethanol et I'isopropanol, le propylene glycol. 

Comme gelrfiants hydrophiles utilisables dans I'invention, on peut citer les 

25 polymeres carboxyvinyliques (carbomer), les copolymeres acryliques tels que 
les copolymdres d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamjdes, les 
polysaccharides tels que I'hydroxypropylcellulose, les gommes naturelles et les 
argiles, et comme gelifiants lipophiles, on peut citer les argiles modlfi6es 
comme les bentones, les sels m6talliques d'acides gras comme les stSarates 

30 d'aluminium et la silice hydrophobe, 6thylcellulose, poly6thyl6ne. 

La composition peut contenir d'autres actifs hydrophiles comme les prot^ines 
ou les hydrolysats de proteines, les acides amines, les polyols, rur6e, 
I'allantoTne, les sucres et les derives de sucre, les vitamines hydrosolubles, les 
35 extraits vSg^taux et les hydroxyacides. 

Comme actifs lipophiles. on peut utiliser le r^tinol (vitamine A) et ses derives, le 
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tocopherol (vitamine E) et ses derives, les acides gras essentiels, les 
ceramides. les huiles essentlelles, Tacide salicylique et ses derives. 

Selon rinvention la composition peut associer au moins un extrait d'au molns 
S une Iridac^e^d d'autres agents^actifs destines-^notamment d la prevention et/ou 
au traitement des affections cutanees. Parmi ces agents actifs, on peutxiter a 
titre d'exemple : 

- les agents diminuant la dlfferenciation et/ou la proliferation et/ou la 
pigmentation cutanee tels que I'acide retinoTque et ses isomeres, ie retinoi et 

10 ses esters, la vitamine D et ses derives, les oestrogenes tels que I'oestradiol, 
Taoide kojique ou Thydroquinone ; 

- les antibacteriens tels que Ie phosphate de clindamycine, 
rerythromycine ou les antibiotiques de la classe des tetracyclines ; 

- les antiparasitatres, en particulier Ie metronidazole, Ie crotamiton ou les 
15 pyrethrinoTdes ; 

- les antifotngiqu^s^enrpartiGyjierdesKoompose^^ la classe 
des imidazoiesttels^que I'econazole, ie^ketoconazoLe ouie ^miconazole ou Jeurs 
sels, les^compas.ejipi^y^iji@s^;\te la 
famille des aliy,taci!|iiii^t|tei§^^ ; 

20 - lesragamts^antlMifraui^telsYquie^li^GA^^ 

- les age.nts anti-lnflammatoires steroVdiensv tels^que .rhVdrocortisone, Ie 
valerate de betaifnethas0Re>Gu^le^prQpj9nat@»jde clobetasolt^ou4.les#agents anti- 
infiammatoires non-steroVdiens comme par example Tibuprofene et ses sels, Ie 
diclofenac et ses sels, I'acide acetylsalicylique, Tacetaminophene ou Tacide 

25 glycyrrhizique ; 

- les agents anesthesiques tels que Ie chlorhydrate de lidocaYne et ses 
derives ; 

- les agents antiprurigineux comme la thenaidine, la trimeprazine ou la 
cyproheptadine ; 

30 - les agents V keratolytiques-*.. tels-^ que- les-*- acides*-^ a- et p- 

hydroxycarboxyliquesiou p-cetocarboxyliques>^leurst»sels, amides^ou esters et 
plus particulierement^ lesf^hydroxyacides^^tels^ 

lactique, Tacidelfsaliig^lique^racide^^ de 
fruits, et I'acide n-octanoyl-5-salicylique ; 
35 - les agents hydratants comme Ie glycerol et ses derives ; 

- les agents anti-radicaux libres, tels que I'a-tocopherol ou ses esters, les 
superoxyde dismutases, certains cheiatants de metaux ou Tacide ascorblque et 
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ses esters ; 

- les anti-s§boiTh6iques tels que la progesterone ; 

- les antipelllculaires comme I'octopirox ou la pyrithlone de zinc ; 

- les antiacneiques comme I'acide r^tinoYque ou le peroxyde de 
5 benzoyle ; 

- les extraits d'origine vegStale ou bact^rienne. 

AinsI, selon un mode particuller, la composition selon I'inventlon comprend 
egalement au moins un agent cholsl parmi les agents antlbactdriens. 
10 antiparasltalres, antlfongiques. antivlraux. antl-lnflammatoires. antipnjrlgineux. 
anesth6slques. k6ratolytlques, anti-radlcaux libres, anti-seborrheiques, 
antipelliculalres, antiacneiques et/ou les agents dimlnuant la differenclation 
et/ou la proliferation et/ou la pigmentation cutanea. 

15 Exemple 1 

Materials et methodes : 

La bibllotheque d'ADNc de keratinocytes donee dans Xgtl 1 (origine des ARNm 
= keratinocytes de prepuces humains adultes) provient de Clontech (Palo Alto. 
CA. USA). 

20 

Les oligomeres utilises dans les differentes experiences sont presentes ci-apres 



Nom de 
I'oligomere 


Dedult de 


Position 


sequence 5' § 3' 


sc5 (sens) 


CLSP 


168/191 


GC(N)GT(N)GA(Y)AC(N)GA(Y)GG( 
N)AA(Y)GG(N) 


sc1 0 (antisens) 


CLSP 


535/554 


TCACTCCTGGGCGAGCATC 


sc16 (antisens) 


CLSP (+ 
RS) 


533/555 


TTGA><\ 7TCTCACTCCTGGGCGAG 
CATCCTC 


sc21 (antisens) 


CLSP 


240/257 


CTGGGCCTCCGAGAGGTT 


sc29 (sens) 


CLSP 
(+RS) 


113/140 


GATAGGA TCCATGGCCGGTGAG 
CTGACTCCTGAGGAG 


sc7 est I'oligomere SK-primer vendu par la societe Stratagene. 


Not l-(dT)i8 est un primer vendu par ta societe Amersham Pharmacia Biotech 



N=A, C. GouT 
Y = C ou T 
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(+RS) : site(s) de restriction ajoute(s) a la sequence, dans I'oligomere 

L'oligom^re deg§n6r^ sc5 est bas6 sur la sequence d'acides amines SEQ ID 
N0:1. Tous les autres oligomeres deduits de la CLSP et leur position sont 
S deduits de la sequence nucleotidique SEQ ID NO:2. 

Not l-(dT)i8 est congu pour se fixer au longues series de A, paiyexempler- les 
polyA+. Utilises dans les reactions de transcription reverse, Not l-(dT)i8 se fixe 
au polyA+. 

10 1 . Preparations S partir de stratum corneum humain 
Tampons : 

I : SDS 0,3% ; trIs-HCI 28 mM ; tris-base 22mM 

2D : 8M urea ; 2% CHAPS (3-(3-cholamldopropyl)dimethylamonio-1-propane- 
sulfonate) ; Dlthiothr^itoi 20 mM ; 0,5% Imobilin pH gradient Buffer (Amersham 
15 Pharmacia Biotech). pH=3 ; 

Pouria purificatidm de'lia^^l!SP^de$*^9X^ 

ont 6t6 "pr6p^ai^s;^,Qloj. |a m#tj!i^^ dans Acta 

Derm. VenenplSii;! 9S^;^7f : 47s1^^i4, 
20 78 mg de poiadjre ac6tQpiqtiieis:ont ainsi»et^replF^s1(^; 

2,5ml de tampon i~ sont«ajpcit^s^aux^79*¥hg' de poudj^^^G^to^^^^ le tout, est 

potti§nsd, poj^k §b.u|lition pendaht^l 0 minutesvpuis repotteiisdr La solutioii est 

alors centrlfug^e a 10000 g pendant 10 minutes. Le sumageant est recueilli et 

filtr^ d 0,22 ^M. On obtient ainsi 2 ml de sumageant SI. 
25 On ajoute alors au sumageant S1 10 ml d'acetone frolde (10V/2V). On laisse 10 

minutes au froid (glace pil§e) et ion centrifuge § 9400 g pendant 20 minutes S 

4'C.. 

Le sumageant est alors elimine et le culot seche a temperature ambiante 
pendant 20 minutes. Le culot est alors repris dans 300^1 de tampon 2D. On 
30 obtient ainsiiil'extrait^Elf 

2. Gel bidimensiohnei 

La separatiori en 2 dimensions des proteines contenues«'dansi'extralt"EI est 
realisee sur un appareil de marque Pharmacia (modele multiphor) selon les 
35 reconrimandations du foumisseur. 

La coloration des spots, la recuperation de ceux-ci et le sequengage des 
polypeptides qu'ils contenaient ont ete realises selon les techniques standards 
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decrites dans "gel electrophoresis of proteins" (IRL press), ou encore "a 
practical guide to protein and peptide puriifcation for microsequencing, (Paul 
Matsudaira editeur, seconde Edition 1993). 

5 3 Clonage et sequengage de I'ADNc CLSP : 

Les ARN totaux de k6ratinocytes d'un 6quivalent d'6piderme (Episkln) ont §th 
prepares a I'aide d'un kit de preparation RNeasy Kit et purifies d I'aide d'un kit 
QIAshredder colunr\n de la marque Qiagen selon les prescriptksns du 
foumisseur. 

10 Les ADN compl6mentaires des ARN ainsi pr6par6s ont §te synth§tises k I'aide 
d'un kit First strand cDNA Synthesis kit de marque Amersham Pharmacia 
Biotech selon les prescriptions du foumisseur en utilisant I'ollgom^re 
Notl-d(T)18. 

Un ADNc de 775 paires de bases ainsi obtenu a ete amplifle par des reactions 
15 de polymerisation en chaTne (PGR) dans un appareil a cycles thermiques de 
marque Perkin-Elmer (modeie Thermocycler) en utilisant une polymerase pfu 
de marque Stratagene et le couple d'oligomere sc5/Notl-d(T)18. Un 
s§quengage de ce fragment a permis d'en determiner I'enchaTnement en 
nucleotides. 

20 Afin d'obtenir la sequence complete de I'ADNc de la CLSP. des reactions de 
PGR ont 6t§ realis§es a I'aide des couples d'oligomeres suivants sc10/sc7, 
sc7/sc21, SC16/SC29 dans des conditions d'experience standards, sur une 
banque d'ADN compI6mentalres de k6ratinocytes clones dans le phage Xgt11 
(Stratagene). 

25 

Les recherches d'homoiogies sont effectu6es via le programme WU-Blast sur le 
site Intemet Expasy Swissprot, la detection d'6ventuels sites de clivage est 
effectuee via le programme Omiga 1.1 PC (Oxford IS/lolecular. Oxford, U.K.). 

30 Construction et expression d'une proteine CLSP recomblnante : 

L'ADNc de la CLSP est introduit dans ie vecteur pGex-2T (Pharmacia Biotech 
Inc.) par coupure/ligature aux sites de restriction BamH-1/EcoRI. La 
constructton pour laquelle la sequence codante de la CLSP est en phase avec 
la sequence de la glutathione S-transferase contenue dans le vecteur. est alors 

35 introduite dans la bacterie E. Coli BL21 . La proteine recomblnante exprim6e par 
les bacteries peut etre coupee par la thrombine. la construction etant telle que 
ia proteine de fusion obtenue porte un site de coupure par cette protease. 
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L'erisemble de ces experiences a T^alisd en appliquant strictement les 
diffSrents protocoles des foumisseurs. 

Fixation du calcium par ia CLSP : 
5 La prot6ine>;deBfusi0.nii^obtenuenCi-dessus est d^p!psee&SUR;uin;^geflf de^type SDS^ 
PAGB^em-pr^sence^ou en absence d'^tijiyldne^diaiinine t^tlaae^tate (EDTA), 
agent ch^lateur des ions calcium, selon le protocoie dScrit^par Burgess et col. 
(BBA. 623 (1980), 257-270). 

10 RESULTATS: 

Purification et caract^risation de la CLSP 

ParmI tous les spots analyses h partir du gel bidimensionnel, la sequence 
d^duite d'un des spots a dome une homologie de sequence avec la 
Calmoduline suffisamment importante pour qu'il soit retenu mais suffisamment 
IS differente pour que son analyse soit poursulvie. 

A partir des ei^mei;)tSMdel'«s§quence«$ei;iKacidesr'a par les 

techniquesisde'^^bioldtgij^S'^moi^G.ulaireswcii^ ^d^enitesj^il ^a ^tetS' ^possible 
dMsoler et'despuiilfiil'rtla%6j3ye,nce!«SBQ^ipiiy©P . . 

Les homologies deJse^iia^nceKentreseette^iproteinefetila Galpedialine laissent d 
20 penser que4QettelKpretSin''e**do|tffavoirfdes#pi;!9.pj^^^ de la 

Calmoduline. 

Quatre sites de liaisoin» aut^calcium peuvei?it''etne»tinls«eni<^videnGe dans cette 
sequence, a savoir les sites compris entre les acides amines 21 et 32, 57 et 68, 
91 et102, et127et138. 
25 Les experiences de migration 6lectrophor6tique, particullerement avec la 
proteine recombinante, conduites en presence ou en absence d'ions calcium 
confirment que la proteine fixe le calcium. 

Cette sequence correspond done a une proteine complete, qui fixe le calcium, 
30 qui n'est pas<*la €alrf)ol^uiine'^et'*<qui est«^presente'«dans le s de^^ 
r^piderme humain. 

Clonage de'l'ABN'de).lasS65rE5:i 

Par les techniques ci-dessus decrites, un ADN de 858 paires de bases, a et^ 
35 isole. Ce fragment d'ADN comporte la sequence codante integrate de la CLSP, 
du codon ATG en position 114 jusqu'au codon stop en position 552. 
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REVENDICATIONS 

1 . Polypeptide naturel ou synthetique purifie, caracteris6 par le fait qu'il r§pond 
a la sequence d'acides amines SEQ ID NO : 1 : 



iviei 


Ala 

/Aid 


GIv 


Glu 


1 PIJ 


Thr 


Pro 


Glu 


Glu 


Glu 


10 




Gin 


Tvr 


Lvs 


Lvs 


Ala 


Phe 


Ser 


Ala 


Val 


20 


ASD 


Thr 


Asp 


Gly 


Asn 


Gly 


Thr 


lie 


Asn 


Ala 


30 


Gin 


Glu 


Leu 


Gly 


Ala 


Ala 


Leu 


Lys 


Ala 


Thr 


40 


Gly 


Lys 


Asn 


Leu 


Ser 


Glu 


Ala 


Gin 


Leu 


Arg 


50 


Lys 


Leu 


lie 


Ser 


Glu 


Val 


Asp 


Ser 


Asp 


Gly 


60 


Asp 


Gly 


Glu 


lie 


Ser 


Phe 


Gin 


Glu 


Phe 


Leu 


70 


Thr 


Ala 


Ala 


Arg 


Lys 


Ala 


Arg 


Ala 


Gly 


Leu 


80 


Glu 


Asp 


Leu 


Gin 


Val 


Ala 


Phe 


Arg 


Ala 


Phe 


90 


Asp 


Gin 


Asp 


Gly 


Asp 


Gly 


His 


lie 


Thr 


Val 


100 


Asp 


Glu 


Leu 


Arg 


Arg 


Ala 


Met 


Ala 


Gly 


Leu 


110 


Gly 


Gin 


Pro 


Leu 


Pro 


Gin 


Glu 


Glu 


Leu 


Asp 


120 


Ala 


Met 


lie 


Arg 


Glu 


Ala 


Asp 


Val 


Asp 


Gin 


130 


Asp 


Gly 


Arg 


Val 


Asn 


Tyr 


Glu 


Glu 


Phe 


Ala 


140 


Arg 


Met 


Leu 


Ala 


Gin 


Glu 
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2. Polypeptide selon la revendicatlon 1. caracterls6 par le fait qu'il est purifi6 S 
partir de mammlf&res. 

10 3. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications pr^c^entes, 
caract6ris6 par le fait qu'il est purifi6 a partir de peau de mammiferes. 

4. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications prScSdentes, 
caractdrisd par le fait qu'il est purifi^ a partir de peau humaine. 

15 

5. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications precedentes. 
caract^ris^ par le fait qu'il est purifie a partir d'6piderme humain. 

6. Polypeptide naturel ou synthetique dont la sequence est en partie constitute 
20 par la s6quence du polypeptide tel que decrit dans la revendicatlon 1 . 

7. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications prtcSdentes. 
caracterise par le fait qu'il a un point iso6lectrlque thtorique compris entre 1 et 
6. particulierement entre 3 et 5. 

25 

8. Polypeptide selon I'une quelconque des revendications prtc^entes, 
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caracteris6 par le fait qu"iha-un-poids-mol§culaire theorique compris entre 13 et 
17 kilodaltons (kD), particulidrement entre 14 et 16 kilodaltons (kD). 

9. Melange de polypeptides issue de la proteolyse du polypeptide tel que decrit 
5 dans les revendlGations 1 a 8. 

10. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications^r pr^c^dentes, 
caracterise par le fait qu'il presente dans sa sequence prinnaire au moins un site 
de fixation du calcium. 

10 

11« Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait qu'll fixe ie calcium. 

12. Composition caracterisee par le fait qu'elle comprend dans un milieu 
15 physiologiquement acceptable, au moins un polypeptide tel que defini dans 
Tune quplQQnqyjejdesiiiLevendicatidm^ 11 . 

13; Composition^desjtjn^e ta reguler4esi4ysfpnctionnement$^dei;te proliferation 
ou'^de^la difF§r^nGiati#i]^epid^^^^ 
20 parole fait qu•ell^^compfi^!jJ!Ej ^dar^ au 
moins un^polypepjide tel que defin>dans l?uhe quelconque des revendications 1 
a 11. 



14. Composition pour traiter les peaux seches, I'hyperkeratose, la parakeratose, 
25 le psoriasis, les ichtyoses, les neoplasies, caracterisee par le fait qu'elle 

comprend dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 1 1. 

15. Composition selon Tune quelconque des revendications 12 a 14, 
30 caractSriseejp par Mie fait qu'elle*^ est Bestine<l^^a une^'^applillatii^^ ou k 

pharmaoeutique^ 

16. Utilisati@hVd'afuCmdins«i^ 

des revendications 1 a 11, comma agent pour traiter les peaux seches, 
35 Thyperkeratose, la parakeratose, le psoriasis, les ichtyoses, les neoplasias. 



17. ProcSdS de traitement cosmStique pour traiter les peaux sdches. 
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I'hyperk^ratose. la parakeratose. le psoriasis, les Ichtyoses, les neoplasias. 
caracteris§ par le fait que Ton applique sur la peau du sujet S trailer une 
composition cosnn§tique telle que decrite dans les revendlcations 12^15. 

18. Fragment d'aclde desoxyrlbonuclelque isole codant pour le polypeptide tel 
que ddfini dans Tune des revendlcations 1^11. 



lg. Fragment d'aclde desoxyrlbonuclelque isol^ comprenant au molns la 
s^uence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2 suivante : 



10 



AATTCCCGGA 

AGCTCTGAGA 

TCGGAGGCTC 

GTGAGCTGAC 

TTTCTGCGCG 

GCCCAGGAGC 

ACCTCTCGGA 

TGACAGCGAC 

CTGACGGCGG 

TGCAGGTCGC 

CCACATCACC 

CTGGGGCAGC 

TCCGCGAGGC 

CGAGGAGTTC 

CCGCCTGTGT 

CACCGCCCGC 

AACCTGGTCG 

AAGGCTTTGC 

CCGCCTGCGA 

AGGAGGCCTC 

GGAATGAGGG 

GACTGCCGAG 



TCCCTGCGGC 

GCAGCAGGTT 

CGCGAGGTGC 

TCCTGAGGAG 

GTTGACACGG 

TGGGCGCGGC 

GGCCCAGCTA 

GGCGACGGCG 

CAAGGAAGGC 

CTTCCGCGCC 

GTGGACGAGC 

CGCTGCCGCA 

CGACGTGGAC 

GCGAGGATGC 

CCCCCTGGCT 

TGCTGCTTTT 

GTGGATGGGA 

GCTCCGGGGC 

GCCCCTCTCT 

CTTGGGCCTG 

CCCCTTAACC 

TTCCAAAA 



TGCCTGCACT 

GAGGGCCGGT 

AGGAGACGCA 

GAGGCCCAGT 

ATGGAAACGG 

GCTGAAGGCC 

AGGAAACTCA 

AAATCAGCTT 

CAGGGGGGGC 

TTCGACCAGG 

TCAGGCGGGC 

GGAGGAGCTG 

CAGGACGGGC 

TCGCCCAGGA 

GCGCTCTGAG 

GTGCTGGGAC 

AACTGCCTCC 

CTGGATGCGG 

GCCTTCAGAC 

GTCCCCCTTT 

CCGCATTGAT 



CTGGACCACG 40 

GGGCAGCAGC 80 

GGCATGGCCG 120 

ACAAAAAGGC 160 

CACCATCAAT 200 

ACGGGCAAGA 240 

TCTCCGAGGT 280 

CCAGGAGTTC 320 

CTGGAGGACC 360 

ATGGCGACGG 400 

CATGGCGGGG 440 

GACGCCATGA 480 

GGGTGAACTA 520 

GTGAGGCTCC 560 

CCTTCAGGGC 600 

TCTCCGGGGA 640 

CCCTGGGAGG 680 

CGCCCTCGGG 720 

CTTGGGCAGA 760 

GCCCTGCAGT 800 

CTAAATAAAG 840 
858 



20. Fragment d'acide desoxyrlbonuclelque isole comprenant tout ou partie de la 
sequence nucleotidique telle decrite dans la revendication 19. 



15 21 . Composition cosmetique ou pharmaceutique, caract6ris6e par le fait qu'elle 
comprend, dans un milieu physiologiquement acceptable, au molns une 
sequence nucleotidique telle que decrite dans I'une quelconque des 
revendlcations 19 ou 20. 
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22. Utilisafibh d'au nioins une s^quenceU'acide desoxyribonucl§iqQ6~telle que 
d^crite dans I'une quelconque des revendications 19 ou 20 pour preparer un 
polypeptide ou un melange de polypeptides. 

S 23. Vecteur d'expressbn recombinant contenant tout ou partie de la sequence 
nucl^otidique codante SEQJD NO : 2. 

24. Prot^ine recombinante correspondant d tout ou partie de la sequence SEQ 
IDNO:1. 

10 

25. Prot§ine recombinante obtenue par expression d'un vecteur d'expression 
pGex-2T contenant tout ou partie de la s^uence codante SEQ ID NO : 2. 

26. Utilisation d'au moins une sequence d'acide desoxyribonucl§ique telle que 
15 decrite dans I'une quelconque des revendications 19 ou 20 pour preparer un 

acide ribonucieique.- 

27. UtilisatioH't-d'au ,moiris;5un ' pol moilns I'un de ses 
fragments de prot§Qly;se*o,u'ide tout peptid^e^ les 

20 revendicatidns:Lt a 11V japurftprepiinemou'purifiSiitoUtes^^^^ d^ 
se lier specifiquement audit polypeptide' purifi§ ; ou • auXdltS!;fragments de 
prot6olyse purifies ouaudit.peptidesynth$tiquev 

28. Utilisation d'au moins un polypeptide isole ou d'au moins I'un de ses 
25 fragments de proteolyse ou de tout peptide synthetique tel que decrit dans les 

revendications 1 a 11, pour preparer ou purifier des antiserums ou des 
anticorps monoclonaux sp^cifiques. 



30 



29. Anticorps poly- ou monoclonal caracteris6 par le fait qu'il reconnait 
specifiquement lie polypeptide4ekque^d§en^dansTles lBv6^d|^^ 1 a ll. 



lis'^Pe sequences 



<110> L'OREAL 

<120> Polypept:ide isole du stratium comeum et son utilisation 

<130> 0A99236 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 146 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Met Ala Gly Glu Leu Thr Pro Glu Glu Glu Ala Gin Tyr Lys Lys Ala 
15 10 15 

Phe Ser Ala Val Asp Thr Asp Gly Asn Gly Thr lie Asn Ala Gin Glu 
20 25 30 

lieu Gly Ala Ala Leu Lys Ala Thr Gly Lys Asn Leu Ser Glu Ala Gin 
35 40 45 

Leu Arg Lys Leu He Ser Glu Val Asp Ser Asp Gly Asp Gly Glu He 
50 55 60 

Ser Phe Gin Glu Phe Leu Thr Ala Ala Arg Lys Ala Arg Ala Gly Leu 
65 70 75 80 

Glu Asp Leu Gin Val Ala Phe Arg Ala Phe Asp Gin Asp Gly Asp Gly 
85 90 95 

His He Thr Val Asp Glu Leu Arg Arg Ala Met Ala Gly Leu Gly Gin 
100 105 110 

Pro Leu Pro Gin Glu Glu Leu Asp Ala Met He Arg Glu Ala Asp Val 
115 120 125 

Asp Gin Asp Gly Arg Val Asn Tyr Glu Glu Phe Ala Arg Met Leu Ala 
130 135 140 



1 



Gin Glu 
145 



<210> 2 

<211> 858 

<212> ADN . 

<213> Homo 7saplens 

<400> 2 

aattcccgga tccctgcggc tgcctgcact ctggaccacg agctctgaga^ gcagcaggtt 60 
gagggccggt gggcagcagc tcggaggctc cgcgaggtgc aggagacgca ggcatggccg 120 
gtgagctgac tcctgaggag gaggcccagt acaaaaaggc tttctccgcg gttgacacgg 180 
atggaaacgg caccatcaat gcccaggagc tgggcgcggc gctgaaggcc acgggcaaga 240 
acctctcgga ggcccagcta aggaaactca tctccgaggt tgacagcgac ggcgacggcg 300 
aaatcagctt ccaggagttc ctgacggcgg caaggaaggc cagggccggc ctggaggacc 360 
tgcaggtcgc cttccgcgcc ttcgaccagg atggcgacgg ccacatcacc gtggacgagc 420 
tcaggcgggc catggcgggg ctggggcagc cgctgccgca ggaggagctg gacgccatga 480 
tccgcgaggc cgacgtggac caggacgggc gggtgaacta cgaggagttc gcgaggatgc 540 
tcgcccagga gtgaggctcc ccgcctgtgt ccccctggct gcgctctgag ccttcagggc 600 
caccgcccgc tgctg^Gfettt gtg^tgggacr tctccgggg^- aatsctggtcg-'gtgg^atggrga^ 660 
aactgcctcc ccctgggagg- aaggc t ttgc gctccggggc etggatgcgg^.jcggcc^^^ 720 
ccgcctgcga^ gccccttetpt gcctt;^^ aggaggcct^; cttg3g[cc 780 

gtcccccttt.,gcccfesfS%Sr%i»ggaaM§a^ 

gactgccgag'^ttccaaa^l^:. 35q 
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REVENDICATIONS 



1. Polypeptide naturel ou synthetique purifie, caracterise par ie fait qu'il repond 
a ia sequence d'acides amines SEQ ID NO : 1 : 



Met 


Ala 


GIv 


Glu 


Leu 


Thr 

■ 1 II 


Pro 
1 1 ^ 


Glu 


Glu 


Glu 


10 


Ala 


Gin 


Tvr 


Lvs 


Lvs 


Ala 


Phe 


Ser 


Ala 


Val 


20 


Asp 


Thr 


Asp 


GIv 


Asn 


GIv 


Thr 


lie 


Asn 


Ala 


30 


Gin 


Glu 


Leu 


Gly 


Ala 


Ala 


Leu 


Lvs 


Ala 


Thr 


40 


Gly 


Lys 


Asn 


Leu 


Ser 


Glu 


Ala 


Gin 


Leu 


Arg 


50 


Lys 


Leu 


lie 


Ser 


Glu 


Val 


Asp 


Ser 


Asp 


Gly 


60 


Asp 


Gly 


Glu 


lie 


Ser 


Phe 


Gin 


Glu 


Phe 


Leu 


70 


Thr 


Ala 


Ala 


Arg 


Lys 


Ala 


Arg 


Ala 


Gly 


Leu 


80 


Glu 


Asp 


Leu 


Gin 


Val 


Ala 


Phe 


Arg 


Ala 


Phe 


90 


Asp 


Gin 


Asp 


Gly 


Asp 


Gly 


His 


lie 


Thr 


Val 


100 


Asp 


Glu 


Leu 


Arg 


Arg 


Ala 


Met 


Ala 


Gly 


Leu 


110 


Gly 


Gin 


Pro 


Leu 


Pro 


Gin 


Glu 


Glu 


Leu 


Asp 


120 


Ala 


Met 


lie 


Arg 


Glu 


Ala 


Asp 


Val 


Asp 


Gin 


130 


Asp 


Gly 


Arg 


Val 


Asn 


Tyr 


Glu 


Glu 


Phe 


Ala 


140 


Arg 


Met 


Leu 


Ala 


Gin 


Glu 
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2. Polypeptide selon la revendication 1 , caracterisS par Ie fait qu'il est purifiS a 
partir de mammiferes. 

10 3. Polypeptide selon Tune quelconque des revendlcations precedentes, 
caracterise par Ie fait qu'il est purifiS a partir de peau de mammiferes. 



4. Polypeptide selon Tune quelconque des revendlcations precedentes, 
caracterise par le fait qu'il est purifie a partir de peau humaine. 

15 

5. Polypeptide selon Tune quelconque des revendlcations precedentes, 
caracterise par le fait qu'il est purifie a partir d'epiderme humain. 

6. Polypeptide naturel ou synthetique dont la sequence est en partie constituee 
20 par la sequence du polypeptide tel que decrit dans la revendication 1 . 

7. Polypeptide selon Tune quelconque des revendlcations precedentes, 
caracterise par le fait qu'il a un point iso^lectrique theorique compris entre 1 et 
6, particulierement entre 3 et 5. 

25 



8. Polypeptide selon - rune quelcx)nque des revendications precedentes. 
caracteris^ par le fait qu'il a un poids moleculaire theoriqu compris antra 13 at 
17 kilodaltons (kD), particulierement entre 14 et 16 kilodaltons (kD). 

5 9. Melange de poiypeptidesHs^uis deia prbteolyse du polypeptide: tel que decrit 
dans les revendications 1^8. 

10, Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait qu'il presente dans sa sequence primaire au moins un 

10 Site de fixation du calcium. 

11. Polypeptide selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait qu'il fixe le calcium. 

15 12. Composition caracterisee par le fait qu'elle comprend dans un milieu 
physiologiquernent'^acGeptabJe^..auv,moins'^^ un polypeptide^^teNque'^idefini dans 
Tune quelcpnquje des«*revendication.Si«l a J 1 . 

1 3. Compositi0fa^xJestlrni§eia^ Tproliferatlon 
20 ou de la diff^tenGiatiiQiD epiden^nique^ 

par le fait qu'elle^comprend dans^=^un milieu cosmetiquement^acceptable. au 
moins un polypeptide tel ^-que d^firii dansHSuhe^quete revendications 1 

a 11. 

25 14. Composition pour traiter les peaux seches, I'hyperkeratose, la 
parakeratose, le psoriasis, les ichtyoses, les neoplasias, caracterisee par le fait 
qu'elle comprend dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un 
polypeptide tel que defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 1 1. 

30 15. Precede de traitement cosmetique pour trailer^ les peaux seches, 
rhyperk§rat0se, la parakeratose, le psoriasis, les- ichtyosest les neoplasies, 
caract§ris6 par*^jf^le^fait "^tjue^rdn^^applique^^^^s traiter une 

composition*(5oSmi§tique*telle^queide^^^^ a.14:; 

35 16. Fragment d'acide d§soxyribonucleique isol§ codant pour le polypeptide tel 
que dSfini dans Tune des revendications 1^11. 
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17. Fragment d'acide desoxyribonucleique isole comprenant au moins la 
sequence nucleotidique codante SEQ ID NO : 2 suivante : 



AATTCCCGGA 

AGCTCTGAGA 

TCGGAGGCTC 

GTGAGCTGAC 

TTTCTCCGCG 

GCCCAGGAGC 

ACCTCTGGGA 

TGACAGCGAC 

CTGACGGCGG 

TGCAGGTCGC 

CCACATCACC 

CTGGGGCAGC 

TCCGCGAGGC 

CGAGGAGTTC 

CCGCCTGTGT 

CACCGCCCGC 

AACCTGGTCG 

AAGGCTTTGC 

CCGCCTGCGA 

AGGAGGCCTC 

GGAATGAGGG 

GACTGCCGAG 



TCCCTGCGGC 

GCAGCAGGTT 

CGCGAGGTGC 

TCCTGAGGAG 

GTTGACACGG 

TGGGCGCGGC 

GGCCCAGCTA 

GGCGACGGCG 

CAAGGAAGGC 

CTTCCGCGCC 

GTGGACGAGC 

CGCTGCCGCA 

CGACGTGGAC 

GCGAGGATGC 

CCCCCTGGCT 

TGCTGCTTTT 

GTGGATGGGA 

GCTCCGGGGC 

GCCCCTCTCT 

CTTGGGCCTG 

CCCCTTAACC 

TTCCAAAA 



TGCCTGCACT 

GAGGGCCGGT 

AGGAGACGCA 

GAGGCCCAGT 

ATGGAAACGG 

GCTGAAGGCC 

AGGAAACTCA 

AAATCAGCTT 

CAGGGCCGGC 

TTCGACCAGG 

TCAGGCGGGC 

GGAGGAGCTG 

CAGGACGGGC 

TCGCCCAGGA 

GGGCTCTGAG 

GTGCTGGGAC 

AACTGCCTCC 

CTGGATGCGG 

GCCTTCAGAG 

GTCCCCCTTT 

CCGCATTGAT 



CTGGACCACG 40 

GGGCAGCAGC 80 

GGCATGGCCG 120 

ACAAAAAGGC 160 

CAGCATCAAT 200 

ACGGGCAAGA 240 

TCTCCGAGGT 280 

CGAGGAGTTC 320 

CTGGAGGACC 360 

ATGGCGACGG 400 

CATGGCGGGG 440 

GACGCCATGA 480 

GGGTGAACTA 520 

GTGAGGCTCC 560 

CCTTCAGGGC 600 

TCTCCGGGGA 640 

CCCTGGGAGG 680 

CGCCCTCGGG 720 

CTTGGGCAGA 760 

GCCCTGCAGT 800 

CTAAATAAAG 840 
858 



5 18. Fragment d'acide desoxyribonucleique isol§ comprenant tout ou partie de la 
sequence nucleotidique telle decrite dans la revendication 17. 



19. Composition cosmetique ou pharmaceutique, caracterisee par le fait qu'eile 
comprend, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins une 
10 sequence nucleotidique telle que decrite dans I'une quelconque des 
revendications 17 ou 18. 



20. Utilisation d'au moins une sequence d'acide desoxyribonucleique telle que 
decrite dans i'une quelconque des revendications 17 ou 18 pour preparer un 

15 polypeptide ou un melange de polypeptides. 

21 . Vecteur d'expression recombinant contenant tout ou partie de la sequence 
nucleotidique codante SEQ ID NO : 2. 



20 



22. Proteine recombinante correspondant a tout ou partie de la sequence SEQ 



ID NO : 1. 

23. Proteine recombinante obtenue par expression d'un vecteur d'expression 
pGex-2T contenant tout ou partle de la sequence codante SEQ ID NO : 2. 

5 

24. Utilisation d'ausmoins une s6queneesd*aeide desoxyrib'0nucleique4elle que 
d^crite^dans I'une^^quelconque des revendieations 17 ou 18* pour^ preparer un 
acide ribonucleique."* 

10 25. Utilisation d'au moins un polypeptide isole ou d'au molns I'un de ses 
fragments de proteolyse ou de tout peptide synthetique tel que d§crit dans les 
revendieations 1^11, pour preparer ou purifier toute molecule susceptible de 
se lier specifiquement audit polypeptide purifi^ ou auxdits fragments de 
proteolyse purifies ou audit peptide synthetique. 

15 

26. 'Utilisati#i.»d'aU'=im0iiiiis,-.un?*polyp^eptid4:2^ ses 
fragniientssdetpKQteQiysesou de^tout : peptide-syntheti.que»«teUquejd6epit dans les 
revendleatieins^l ,4! 1 i^pojJC::spr6parer . .ou^pujrf^^iwdes ou des 

antlcon3S.iPei3ecleinauxisp#jsJ 

20 

27.4,; AntiODiips poly^ * ou imondQlonaleicaracteris^Sf^par^^ fait rqu'il reconnaTt 
sp6cffiquementHe«polyp.eptlde4el quead§^Bitfldans*les'irevendiQatl0ns 1 all. 



fM^ RECTlOft 

DE SEQUENCES ' ^ 



LISTK^DE SEQUENCES 
<110> L'OREAIi 

<120> Polypeptide isoli du stratiim comeum et son utilisation 

<130> 0A99236 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 146 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 1 

Met Ala Gly Glu Leu Thr Pro Glu Glu Glu Ala Gin Tyr Lys Lys Ala 
15 10 15 

Phe Ser Ala Val Asp Thr Asp Gly Asn Gly Thr lie Asn Ala Gin Glu 
20 25 30 

Leu Gly Ala Ala Leu Lys Ala Thr Gly Lys Asn Leu Ser Glu Ala Gin 
35 40 45 

Leu Arg Lys Leu lie Ser Glu Val Asp Ser Asp Gly Asp Gly Glu lie 
50 55 60 

Ser Phe Gin Glu Phe Leu Thr Ala Ala Arg Lys Ala Arg Ala Gly Leu 
65 70 75 80 

Glu Asp Leu Gin Val Ala Phe Arg Ala Phe Asp Gin Asp Gly Asp Gly 
85 90 95 

His lie Thr Val Asp Glu Leu Arg Arg Ala Met Ala Gly Leu Gly Gin 
100 105 110 

Pro Leu Pro Gin Glu Glu Leu Asp Ala Met lie Arg Glu Ala Asp Val 
115 120 125 



Asp Gin Asp Gly Arg Val Asn Tyr Glu Glu Phe Ala Arg Met 
130 , 135 140 



Leu Ala 



2 




Gin Glu 



145 



<210> 2 

<211> 858 

<21:2> ADN?^> 

<213> Hom^teisaplens 

<400> 2 

aattcccgga tccctgcggc tgcctgcact ctggaccacg agctctgaga gcagcaggtt 60 
gagggccggt gggcagcagc tcggaggctc cgcgaggtgc aggagacgca ggcatggccg 120 
gtgagctgac tcctgaggag gaggcccagt acaaaaaggc tttctccgcg gttgacacgg iso 
atggaaacgg caccatcaat gcccaggagc tgggcgcggc gctgaaggcc acgggcaaga 240 
acctctcgga ggcccagcta aggaaactca tctccgaggt tgacagcgac ggcgacggcg 300 
aaatcagctt ccaggagttc ctgacggcgg caaggaaggc cagggccggc ctggaggacc 360 
tgcaggtcgc cttccgcgcc ttcgaccagg atggcgacgg ccacatcacc gtggacgagc 420 
tcaggcgggc catggcgggg ctggggcagc cgctgccgca ggaggagctg gacgccatga 480 
tccgcgaggc cgacgtggac caggacgggc gggtgaacta cgaggagttc gcgaggatgc 540 
tcgcccagga .gtg^ggetcc ccgGctgtgt .ccccctggcj: .gcg^:tetgagv^ccfcl5'cagggp 600 
caccgcccge tgptgctt tfe gtgctgggac t ctccgggga aacctggtcgtgtggafeggga *660 
aactgcctcc tccctggg^gg aaggqtttgc gctccggggc ctggatgcgg cgcccfeeggg 720 
ccgcctgcga gcccctctct gccttcagac^HGttggrgcaga^^^^^ cttgggef-tg 780* 

gtcccccttt gccctgc4gt: ..gga^'t^aggg :cccct:it:aaq52vift:cgcafetsgafc ctaaal^aaag 840 
gactgccgag ttceaaaa^ 



